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RESUMEN EJECUTIVO 
La médula espinal al permitir la transmisión de impulsos nerviosos, favorece el 
movimiento en organismos cordados, por lo que un evento traumático se 
traduce en una disfunción neuronal con pérdida de las facultades motrices. 
Infortunadamente el porcentaje de regeneración espontánea es de tan solo un 
1%, causando una discapacidad severa en las personas afectadas y 
aumentando los costos en el sistema de salud por el pago de incapacidades y 
manejo de la enfermedad. Las células madre mesenquimales (MSC), son 
consideradas como una estrategia terapéutica, no solo por su capacidad de 
reemplazar el tejido lesionado, sino por su efecto paracrino que favorece la 
supervivencia celular y disminuye los efectos secundarios ocurridos tras la 
lesión. Por tanto, con el objetivo de evaluar si los medios condicionados (MC) y 
las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano 
(hAdMSC), favorecen la recuperación motora en ratas con lesión medular, se 
realizó sección de la médula espinal en el segmento torácico (T8-T10) a 15 
ratas Wistar libre de patógenos específicos (specific pathogen free, SPF), se 
administraron células, Medios Condicionados y células + Medios 
Condicionados, como tratamiento y se evaluó la recuperación motora con la 
escala Basso, Beattie y Bresnahan (BBB), realizando una caminata cada tercer 
día hasta completar 21. Una vez terminada la evaluación motora, se recuperó 
la médula espinal para hacer la valoración histopatológica del sitio lesionado. 
Los resultados muestran que los tratamientos con células hAdMSC, medio 
condicionado y células hAdMSC+MC, favorecen la recuperación motora y la 
supervivencia en ratas con sección medular completa. Estos resultados 
permiten sugerir que la recuperación observada en las ratas evaluadas, se 
debe al efecto paracrino de las hAdMSC y no solo a su integración y 
diferenciación en el tejido lesionado. 
Palabras clave: Médula espinal, lesión medular, células madre mesenquimales, 
medio condicionado, escala motora de BBB. 
EFFECT OF MESENCHYMALS STEM CELLS DERIVED FROM HUMAN 
ADIPOSE TISSUE AND CONDITIONED MEDIUM IN MOTOR RECOVERY OF 
RATS WITH SPINAL CORD INJURY. 
 
Abstract 
 
The spinal cord permitting the transmission of nerve impulses, favors the 
movement in chordate organism, so that a traumatic event results in neuronal 
dysfunction with loss of motor faculties. Unfortunately, the percentage of 
spontaneous regeneration is only about 1%, causing severe disability in 
affected persons and increasing costs in health system by the payment of 
disability and disease management. Mesenchymals stem cells (MSC) are 
considered a therapeutic option not only for their ability to replace damage 
tissue, but because of their paracrine effect that favors cell survival and reduces 
the secondary effects that occur after injury.  Therefore, in order to assess 
whether conditioned medium (CM) and mesenchymal stem cells derived from 
human adipose tissue (hAdMSC) foster motor recovery in rats with spinal cord 
injury, spinal cord sections at the thoracic segment (T8-T10) was performed in 
15 specific pathogen free (SPF) Wistar rats, and then  the animals were treated 
with a) MSCs, b) conditioned medium and c) MSCs + conditioned medium and 
motor recuperation was evaluated the with the scale of Basso, Beattie and 
Bresnahan (BBB), making  a walk every other day for a total of 21 walks. 
Histopathological analysis of the injured tissue was performed. The results 
show that treatment with hAdMSC, conditioned medium and hAdMSC + CM, 
promoted motor recovery and survival in rats with complete spinal cord section. 
These results suggest that observed recovery in evaluated rats, is due to 
paracrine effect of the hAdMSC and not only to their integration and 
differentiation in the injured tissue.   
 
Keywords:  Spinal cord, spinal cord injury, mesenchymals stem cells, medium 
conditioned, BBB score.   
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EVALUACIÓN DEL EFECTO DE CÉLULAS MADRE 
MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO Y 
DE MEDIOS CONDICIONADOS EN LA RECUPERACIÓN 
MOTORA DE RATAS CON LESIÓN MEDULAR 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
La lesión de la médula espinal, considerada como un problema neurológico no 
regenerativo, desencadena una serie de eventos patológicos que conllevan a una 
respuesta inflamatoria, seguida de una alteración en la matriz extracelular, con 
formación de la cicatriz glial y liberación de factores inhibidores de mielina 
(Deumens, R. et al. 2005). Como consecuencia, se establece un ambiente hostil 
para la regeneración de cuerpos axonales y un déficit de factores de crecimiento, 
que evitan la formación de nuevas conexiones neuronales (Raineteau, O. 2008). 
No obstante, la plasticidad espontánea ha sido documentada en lesiones 
medulares incompletas y en modelos experimentales neonatales, refiriéndose a 
reconexiones incompletas sujetas a cambio, en sitios diferentes al de la lesión 
(Gorska, T. et al. 2009; Kikukawa, S. et al. 1998; Murray, M. et al. 2004; 
Raineteau, O. 2008; Tillakaratne, N. J. et al. 2010).  
Como alternativa terapéutica para crear un microambiente favorable que permita 
la recuperación de lesiones neuronales, se postula el uso de las hAdMSC, no solo 
por su capacidad de integrarse y diferenciarse en el tejido lesionado, sino por su 
capacidad de secretar factores de crecimiento y factores angiogénicos al medio 
externo (Kang, S. K. et al. 2007; Mareschi, K. et al. 2006; Mezey, E. et al. 2003; 
Miller, R. H. et al. 2010; Tyndall, A. and Uccelli, A. 2009; Uccelli, A. et al. 2006). 
Así mismo, las AdMSC debido a su efecto paracrino, secretan citoquinas y 
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte 
Growth Factor, HGF), el factor neurotrófico derivado de cerebro (Brain Derive 
Neurotrophic Factor, BDNF), el factor de crecimiento vasculoendotelial (Vascular 
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Endotelial Factor Growth Factor, VEGF) y la interleuquina 6 (Interleukin, IL6), los 
cuales activan las vías PI3K y MAPK de supervivencia celular, reducen la 
activación de vías proapoptóticas, promueven el crecimiento de vasos sanguíneos, 
modulan la respuesta inflamatoria y favorecen la migración de células neuronales 
al sitio de la lesión (Chen, Z. L. et al. 2007; Kang, S. K. et al. 2007; Massey, J. M. 
et al. 2008; Oudega, M. and Hagg, T. 1999; Willerth, S. M. and Sakiyama-Elbert, 
S. E. 2008).  
En Colombia, el grupo de investigación  Biología de Células Madre  de la 
Universidad Nacional, mediante una RT-PCR y un arreglo de proteínas, ha 
demostrado la presencia de factores proangiogénicos e inmunomoduladores como 
HGF, BDNF, VEGF, SDF-1, TGF-α y βFGF entre otros, que promueven la 
migración, proliferación y supervivencia celular (Beltrán, O. 2007; Jain, A. et al. 
2006; Mansilla, E. et al. 2005; Restrepo, S. 2009). Por otra parte, el grupo de 
Neurociencias de la Universidad de La Sabana, ha demostrado la recuperación 
motora de ratas Wistar SPF, con sección medular, utilizando una combinación de 
factor de crecimiento fibroblástico ácido (aFGF) con la goma de fibrina (fibrin glue - 
FG) y células de la glía envolvente olfatoria (CGEO) en suspensión. 
Por tanto, basados en estos resultados, el presente trabajo utilizó un modelo de 
lesión medular in vivo, para determinar si son las células madre mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo humano (hAdMSC) o los medios condicionados los 
que favorecen una recuperación funcional locomotora.  
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 
La médula espinal, al formar parte del sistema nervioso central, entre sus múltiples 
funciones permite la transmisión del impulso nervioso de forma ascendente y 
descendente, y con ello el movimiento en organismos cordados (Siegel, G. et al. 
1999). Al generarse una lesión en esta área, se desencadenan mecanismos 
patológicos como alteración vascular, desregulación iónica y osmótica y formación 
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de barreras de regeneración, que modifican completamente la estructura de dicha 
región (Bauchet, L. et al. 2008; Dietz, V. and Curt, A. 2006; Fawcett, J. W. and 
Asher, R. A. 1999; Massey, J. M. et al. 2008). 
Las lesiones medulares causadas generalmente por eventos traumáticos, 
constituyen una entidad discapacitante, que afecta personas jóvenes entre los 15 
y los 28 años, con una incidencia mundial de 40 - 80 nuevos casos por un millón 
de habitantes y un costo de vida aproximado de 3.5 billones de dólares anuales 
por persona (Bauchet, L. et al. 2008; Sedy, J. et al. 2008; Thuret, S. et al. 2006). 
En Colombia, según el reporte entregado por la red de solidaridad social en el año 
2005, se observa que el porcentaje de personas discapacitadas con trastornos 
funcionales crónicos ocupa un 9.7%, grupo en el que se encuentran las personas 
con lesiones medulares, alcanzando una incidencia de 20-40 nuevos casos por 
millón de habitantes. El género más afectado es el masculino, siendo cuatro veces 
mas frecuente que en mujeres, con edades promedio de 29 años y cuyas causas 
principales son actos violentos, accidentes de transito y caídas (Rodríguez, S 
2002). 
La recuperación espontánea ha sido documentada en modelos experimentales 
con sección medular incompleta, alcanzando incluso a soportar el peso y 
coordinar los movimientos (Gorska, T. et al. 2009). Por el contrario en lesiones de 
mayor proporción, el tratamiento no curativo más conocido, es el uso de 
corticoides para reducir la inflamación y demás daños presentes en la fase aguda 
de la lesión y tratamiento del dolor y de infecciones oportunistas para estadios 
crónicos. Una alternativa terapéutica postulada en los últimos años, es el uso de 
células madre que permitan la recuperación del tejido lesionado y con ello la 
recuperación funcional (Cummings, B. J. et al. 2005; Gómez, R. 2008; Kim, S. and 
Kwak, H. 2007; Ko, J. et al. 2006; Mansilla, E. et al. 2005). Las hAdMSC cumplen 
con características importantes para favorecer este proceso, como es su fácil 
obtención, capacidad  de crecer en cultivo, integración con el tejido lesionado, 
supervivencia a largo tiempo y compatibilidad inmunológica (Yang, C. C. et al. 
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2008). Específicamente en lesiones medulares, las hAdMSC previenen la muerte 
celular generada por mecanismos secundarios, reducen la formación de la cicatriz 
glial y favorecen el reestablecimiento de conexiones neuronales funcionales 
(Mareschi, K. et al. 2006). Algunos autores postulan que este efecto es 
proporcionado gracias a la diferenciación de estas células inmaduras en células 
especificas del linaje neuronal (Mareschi, K. et al. 2006; Mezey, E. et al. 2003). 
Por el contrario, autores como Shen, J. et al. 2009 y Yang, C. C. et al. 2008, 
coinciden en que a pesar de la integración, distribución y supervivencia por 
aproximadamente cuatro meses de las células madre mesenquimales en el tejido 
lesionado, es su efecto paracrino lo que permite la recuperación funcional, a través 
de la liberación de factores de crecimiento, citoquinas y moléculas de señalización, 
que permiten la supervivencia de neuronas motoras y sensoriales por activación 
de las vías PI3K y MAPK, participan como agentes quimioatractantes de células 
nerviosas, favorecen el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos y atenúan la 
llegada de astrocitos reactivos al sitio de la lesión y con ello la liberación de 
proteoglicanos condroitina sulfato (CSPG) (Chen, Z. L. et al. 2007; Kang, S. K. et 
al. 2007; Massey, J. M. et al. 2008; Oudega, M. and Hagg, T. 1999; Willerth, S. M. 
and Sakiyama-Elbert, S. E. 2008). Este efecto paracrino de las hAdMSC, 
experimentalmente puede ser aprovechado para obtener fácilmente medios 
condicionados, que aplicados a una lesión medular con el uso de matrices del 
complejo extracelular, permitirían la concentración de factores de crecimiento e 
interleuquinas en el sitio de la lesión y brindarían un soporte para el crecimiento de 
neurofilamentos (Jain, A. et al. 2006; Mansilla, E. et al. 2005). 
En Colombia se han obtenido resultados promisorios; es así como el grupo de 
Neurociencias, de la Facultad de Medicina, de la Universidad de La Sabana 
(Gómez, R. 2008), ha obtenido una mejoría significativa en la función motora de 
ratas con lesión medular completa al alcanzar un puntaje de 12 en la escala 
motora de Basso, Beattie y Bresnahan (Basso, D. M. et al. 1995; Basso, D. M. et 
al. 1996), utilizando una combinación de factor de crecimiento fibroblástico ácido 
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(aFGF) con la goma de fibrina (fibrin glue - FG) y células de la glía envolvente 
olfatoria (CGEO) en suspensión. Por otro lado, estudios previos realizados por el 
grupo de investigación Biología de Células Madre, de la Facultad de Medicina, de 
la Universidad Nacional, han demostrado que las hAdMSC, secretan diversos 
factores de crecimiento como HGF, BDNF, VEGF, SDF-1, TGF-a y bFGF, entre 
otros, involucrados en procesos de neovascularización, proliferación y 
supervivencia neuronal, al actuar como factores neurotróficos y neuroprotectores 
(Beltrán, O. 2007; Restrepo, S. 2009) 
De la interacción de los grupos mencionados, surge la posibilidad de evaluar el 
efecto de los medios condicionados y/o de las hAdMSC, en la recuperación 
funcional locomotora de ratas Wistar SPF con sección medular, contribuyendo al 
desarrollo de protocolos experimentales en búsqueda de un tratamiento eficaz 
para lesiones del sistema nervioso.  
3. SITUACIÓN ACTUAL DEL CONOCIMIENTO  
 
El cumplimiento de las funciones motoras y sensoriales en el ser humano, está 
liderado principalmente por el sistema nervioso, al transmitir la información y 
activar mecanismos musculares a través de las células nerviosas y la matriz 
extracelular (Siegel, G. et al. 1999). Al ocurrir una lesión en la médula espinal, se 
genera una respuesta inflamatoria que promueve la migración de macrófagos y 
astrocitos reactivos, llevando a la formación de la cicatriz glial, considerada como 
el mayor impedimento de la regeneración espontánea (Windle, W. F. and 
Chambers, W. W. 1950). Por tanto al pensar en una alternativa terapéutica, es 
importante proporcionar células precursoras del linaje neuronal y moléculas de 
señalización, que reduzcan la excitotoxicidad, producción de radicales libres y 
presencia de sustancias neurodegenerativas que conllevan a muerte celular (Fitch, 
M. T. and Silver, J. 2008; Massey, J. M. et al. 2008; Terayama, R. et al. 2007). 
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Entendiendo la respuesta del organismo a esta lesión, se han desarrollado 
investigaciones que postulan nuevas vías terapéuticas, como el uso de las células 
madre que favorecen la regeneración de dicho tejido. Así lo expone Brazelton, et 
al., 2000 y Mezey et al., 2003, al demostrar que las células madre mesenquimales 
son capaces de diferenciarse a linaje neuronal. En cuanto a las hAdMSC, se ha 
demostrado que favorecen la recuperación funcional al formar neuroesferas, 
expresar marcadores característicos de este linaje (Yang, L. Y. et al. 2004) y 
actuar como precursores de oligodendrocitos, contrarrestando así la 
demielinización (Kang, S. K. et al. 2006). 
Un tema importante que se debate en la comunidad científica, es la verdadera 
diferenciación de las AdMSC a células neuronales, por lo que se requiere 
demostrar la expresión de marcadores de diferenciación y actividad neuronal 
funcional, como lo realizaron Mareschi et al (2006), al evidenciar la presencia de 
canales de potasio funcionales, característica importante en la despolarización de 
la neurona y la transmisión del impulso nervioso (Levy, Y. S. et al. 2003). Con 
trabajos realizados en modelos animales, tras la inyección de células madre 
diferenciadas a linajes neuronales, se ha observado un reestablecimiento de las 
actividades motoras, aumentando así la expectativa de uso en el tratamiento de 
estas lesiones (Cummings, B. J. et al. 2005; Gómez, R. 2008; Kim, S. and Kwak, 
H. 2007; Ko, J. et al. 2006; Mansilla, E. et al. 2005). 
Nuestro país no ha sido ajeno a ésta búsqueda, ya que el grupo de Neurociencias 
de la Facultad de Medicina de la Universidad de La Sabana, recientemente ha 
obtenido resultados prometedores (Gómez, R. 2008) con la aplicación de una 
combinación de Factor de Crecimiento Fibroblástico Ácido (aFGF), Goma de 
Fibrina (GF) y Células de la Glía Envolvente Olfatoria (CGEO) en suspensión, a 
ratas Wistar SPF (Specific Pathogen Free) con lesión medular completa aguda.  
En la actualidad, dentro de las moléculas involucradas en la regeneración nerviosa 
que han sido postuladas por diversos reportes en la literatura, están los factores 
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neurotróficos como el factor de crecimiento del nervio (NGF), la neurotrofina 3 
(NT-3), el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), la IL-6, el factor 
inhibidor de leucemia, la laminina, el activador de plasminógeno (Willerth, S. M. 
and Sakiyama-Elbert, S. E. 2008), el factor neurotrófico derivado de células gliales 
(GDNF) (Kang, S. K. et al. 2006), el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) 
(Pan, W. et al. 2006) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 
(Rao, M. S. et al. 1998). En estudios realizados por nuestro grupo de 
investigación, se ha comprobado que las células madre mesenquimales derivadas 
de tejido adiposo humano, en condiciones de normoxia e hipoxia secretan βFGF, 
HIF, 1αVEGF, TGFβ1, PDGF-α, Ang-1, IL-1, IL-6, IL-15, BDNF, HGF, Ang-2 y 
TGFα-3 (Beltrán, O. 2007; Quintero, L. et al. 2007), siendo importante el BDNF y el 
HGF, ya que potencialmente podrían favorecer la regeneración medular. BDNF se 
considera un poderoso modulador de la excitabilidad neuronal y transmisión 
sináptica (Gomez-Pinilla, F. et al. 2007), además de promover la regeneración 
axonal, el crecimiento y supervivencia neuronal en lesiones medulares (Blits, B. et 
al. 2003; Dougherty, K. D. et al. 2000). El factor de crecimiento de los hepatocitos 
al encontrarse expresado en neuronas de la raíz del ganglio dorsal (Hashimoto, N. 
et al. 2001), puede favorecer la transmisión sensorial, incrementar la densidad 
capilar en la materia gris, disminuir el edema espinal (Shi, E. et al. 2006) y atenuar 
el daño neurológico, reduciendo la muerte celular inducida por isquemia (Pan, W. 
et al. 2006). Aunque no se discuten específicamente cuales son los factores que 
pueden favorecer la regeneración / reparación de la médula espinal, en el estudio 
realizado por Kang et al., en el 2007 se demuestra que los extractos celulares de 
las AdMSC ejercen un efecto protector en la degeneración medular, al disminuir la 
expresión de moléculas pro-apoptóticas. 
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4. MARCO TEÓRICO 
4.1 Fisiología de la médula espinal 
 
La médula espinal ubicada en el canal vertebral desde la base del cerebro hasta la 
región lumbar, esta conformada por millones de fibras nerviosas que permiten la 
transmisión de impulsos nerviosos y con ello la generación de respuestas 
autónomas y adaptativas, que favorecen el control de todas las regiones del 
organismo. En un corte transversal de la médula espinal se observa una estructura 
en forma de H llamada sustancia gris y una región periférica denominada 
sustancia blanca. 
 
 Figura 1. Estructura de la Médula espinal. Modificado de Thuret, S. et al. 2006. La 
médula espinal esta compuesta por materia gris y materia blanca, en la que se 
encuentran las fibras nerviosas que permiten la transmisión de los impulsos 
nerviosos por vías aferentes y eferentes.  
La sustancia ó materia gris esta constituida por neuronas motoras que atraviesan 
las astas anteriores y por neuronas sensitivas que cruzan a través de las astas 
posteriores. La sustancia blanca esta formada por tres niveles segmentarios que 
facilitan el desarrollo de actividades reflejas y actividades medulares coordinadas 
por los centros encefálicos. Gracias a esta arquitectura de la médula espinal, se 
generan respuestas involuntarias de manera conciente o inconciente tras un 
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estimulo particular, recibiendo así el nombre de reflejo. La base anatómica de este 
proceso es el arco reflejo en el cual participan un órgano receptor, una neurona 
aferente, una neurona eferente y un órgano efector, teniendo como función el 
mantenimiento del tono muscular y con ello la postura corporal. Además de 
cumplir estas funciones, gracias a la presencia de los tractos rubroespinales, 
reticuloespinales y vestibuloespinales  se desarrolla la respuesta motora gruesa y 
por medio de los tractos rafespinal y coeruloespinal la ejecución de movimientos 
finos (Figura 1). De igual manera, dicha organización favorece el procesamiento 
de la información sensorial propioceptiva, kinestesia, exterocepción e 
interocepción las cuales determinan el reconocimiento y posición del cuerpo, 
movimientos concientes y sensaciones externas e internas como tacto, presión y 
dolor. Es así que al generarse una lesión en esta área, puede presentarse la 
recuperación de funciones motoras, gracias al recrecimiento de las fibras 
corticoespinales y rubroespinales, que puede ser potenciado por la acción de 
factores neurotróficos y factores de crecimiento (Menei, P. et al. 1998). 
4.2 Lesión de médula espinal 
 
Al perderse la arquitectura de la médula espinal, se presentan cambios 
moleculares y celulares que conllevan a daño neurológico permanente.  A 
continuación se menciona de manera detallada los mecanismos primarios y 
secundarios ocurridos tras una lesión medular. 
4.2.1 Formación de la cavidad necrótica: Proceso desencadenado en las 
primeras horas tras la lesión medular, debido a un impacto traumático en las 
estructuras que recubren la médula espinal.  Se caracteriza por la ruptura de 
vasos sanguíneos que conlleva a microhemorragias con respuesta inflamatoria, 
formación de edema y desregulación iónica, ocupando el espacio del canal 
medular y causando muerte celular por isquemia (Dietz, V. and Curt, A. 2006; 
Fawcett, J. W. and Asher, R. A. 1999; Willerth, S. M. and Sakiyama-Elbert, S. E. 
2008). 
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4.2.2 Formación de la cicatriz glial: Este proceso considerado como la principal 
barrera de la regeneración medular es el resultado de una continuidad y severidad 
de la respuesta inflamatoria desencadenada en las primeras horas de la lesión 
medular. Inicia con la liberación de electrolitos que complican la isquemia y 
bloquea la transmisión del impulso nervioso. Este proceso a su vez favorece la 
liberación de radicales libres y acumulación de neurotransmisores excitatorios 
conllevando a muerte celular programada. Finalmente hay migración de 
macrófagos, precursores de oligodendrocitos y células meníngeas que forman la 
cicatriz glial rica en astrocitos reactivos (Figura 2). Estos últimos secretan 
moléculas inhibitorias a la matriz extracelular como proteoglicanos condroitin 
sulfato (CSPGs), que ingresan a los cuerpos axonales mediante receptores, 
activan la vía RhoA y alteran la estructura citoesquelética. Otra consecuencia del 
ingreso de los CSPGs en el interior celular es el aumento del flujo de calcio que 
genera acidosis, activa proteasas y lipasas, afecta la función mitocondrial y con 
ello, promueve la liberación de la citocromo-c oxidasa, que permitirá la activación 
de las caspasas y llevará a la célula a muerte celular programada (Busch, S. A. 
and Silver, J. 2007; Massey, J. M. et al. 2008; Smith-Thomas, L. C. et al. 1995). 
 
Figura 2. Formación de la cicatriz glial en la médula espinal. La cicatriz glial se 
compone principalmente de astrocitos reactivos que liberan proteoglicanos 
condroitin sulfato, los cuales ingresan a los cuerpos axonales y alteran la 
estructura citoesquelética. Esquema realizado por Diana Núñez basado en el 
artículo de Rolls, A.; Shechter, R. and Schwartz, M. 2009.  
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4.2.3 Barreras de Regeneración: Además de los procesos mencionados 
anteriormente, tras una lesión medular, la limitada capacidad del sistema nervioso 
central para permitir el recrecimiento o reconexión de los cuerpos neuronales, se 
debe a la ausencia de factores de crecimiento y a la secreción de los inhibidores 
Nogo, glicoproteína de mielina (MAG), glicoproteína oligodendrocito mielina 
(OMgp) y tenascina, que a través del receptor del factor de necrosis tumoral 
(TNF), ingresan al interior de la neurona y llevan a muerte celular por activación de 
la vía RhoA y aumento en el flujo de calcio intracelular (Willerth, S. M. and 
Sakiyama-Elbert, S. E. 2008). 
4.3 Complicaciones de la lesión medular en modelos animales 
 
La lesión medular a nivel toráxico, dependiendo de la gravedad del daño, impide la 
transmisión de los impulsos nerviosos que regulan la ejecución del movimiento y 
controlan la contracción y relajación de los músculos de la vejiga y la región 
abdominal (Gondim, F. A. et al. 1998; Hong, C. and Henderson, F. 1989; 
Medeiros, B. A. et al. 2008). En diferentes modelos experimentales, al realizar una 
sección completa de la médula espinal en T8 - T10, se genera una disminución del 
tránsito intestinal que puede resultar en peritonitis (Gondim, F. A. et al. 1998; 
Kabatas, S. et al. 2008; Medeiros, B. A. et al. 2008) y una alteración de la función 
renal que favorece el desarrollo de la vejiga neurogénica y con ello retención 
urinaria, infecciones a repetición e incluso ruptura vesical (Hong, C. and 
Henderson, F. 1989; Iijima, K. et al. 2009; Leung, P. Y. et al. 2007). Además de 
presentarse estas complicaciones post-quirúrgicas, la distensión urinaria y 
abdominal, promueven el aumento de los reflejos parasimpáticos que conlleva a 
contracciones involuntarias de los miembros posteriores e hipertensión arterial 
(Gondim, F. A. et al. 1998; Guest, J. D. et al. 2008). 
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4.4 Evaluación de la recuperación motora en ratas 
 
Escala motora de Basso, Beattie y Bresnahan (Basso, D. M. et al. 1995; Basso, D. 
M. et al. 1996): Es la herramienta más utilizada en la evaluación de la función 
locomotora en ratas, prediciendo la extensión del daño o determinando el nivel de 
recuperación luego de un tratamiento. Maneja un puntaje de 0 a 21, donde 0-7 
indica el retorno de movimientos aislados de cadera, rodilla y tobillos considerado 
como un nivel de recuperación inicial, de 8-13 movimientos coordinados con los 
miembros anteriores, y de 14-21 retorno de movimiento de los dedos del pie y 
estabilidad de tronco y cola (Ver anexo 1). Este análisis se realiza en superficies 
no deslizantes capaces de revelar las características del movimiento, algunos 
investigadores adicionalmente registran con cámaras de video las caminatas 
permitiendo su posterior verificación (Barros Filho, T. E. and Molina, A. E. 2008; 
Sedy, J. et al. 2008). El puntaje se asigna a cada miembro por separado (miembro 
posterior izquierdo –mpi- y miembro posterior derecho -mpd-) según el movimiento 
logrado y se promedian los dos valores, obteniendo así un puntaje final.  
4.5 Células madre 
 
Una célula madre se puede definir como una célula progenitora no especializada, 
autorenovable, con capacidad de dividirse indefinidamente y dar origen a células 
especializadas. Se clasifican según su capacidad de diferenciación en 
totipotentes, pluripotentes y multipotentes y según su origen en células 
embrionarias y células madre adultas (de Kretser, D. 2007; Kern, S. et al. 2006; 
Mimeault, M. and Batra, S. K. 2006).    
4.5.1 Células madre mesenquimales (MSC): Son células madre multipotentes de 
adulto, que según la sociedad internacional de terapia celular, deben ser 
adherentes al plástico en cultivo, expresar marcadores como CD105, CD73 y 
CD90 y ser capaz de diferenciarse in vitro a linaje condrogénico, adipogénico y 
osteogénico. Las MSC pueden estar presentes en múltiples tejidos del organismo, 
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sin embargo son aisladas principalmente de médula ósea, cordón umbilical y tejido 
adiposo (Vats, A. et al. 2002). Las AdMSC tienen una mayor capacidad de 
proliferación y son fácilmente obtenidas de un lipoaspirado. A nivel clínico han sido 
utilizadas en el tratamiento de lesiones cardiacas y en la recuperación tisular de 
regiones isquémicas gracias a su capacidad de liberar factores angiogénicos y 
antiapoptoticos (Chen, S. L. et al. 2004; Matsumoto, R. et al. 2005). 
4.5.2 Efecto paracrino: La capacidad reparadora de las MSC en tejidos 
lesionados, ha sido atribuida principalmente a su implantación y diferenciación 
celular (Mareschi, K. et al. 2006; Mezey, E. et al. 2003). Recientes trabajos 
sugieren un mecanismo alternativo de reparación denominado efecto paracrino, el 
cual postula que los factores de crecimiento, factores neurotróficos, citoquinas y 
moléculas de señalización secretadas por las MSC, son suficientes para ejercer 
efectos terapéuticos al activar vías que promueven la angiogenesis y regeneración 
tisular e inhibir la fibrosis, apoptosis e inflamación (Chen, L. et al. 2008; Patel, K. 
M. et al. 2007; van Poll, D. et al. 2008; Walter, M. N. et al. 2010). Gracias a esta 
propiedad de las MSC, a nivel experimental se obtiene el Medio Condicionado 
enriquecido con factores de crecimiento y moléculas de señalización secretados 
por estas células in vitro (Figura 3).  
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Figura 3. Esquema de obtención de un medio condicionado. Las MSC gracias a 
su efecto paracrino, secreta factores de crecimiento y moléculas de señalización al 
medio que utiliza para su crecimiento. De esta manera tras un cultivo in Vitro se 
puede obtener el medio condicionado enriquecido con las proteínas secretadas 
por las MSC. 
4.5.3 Efecto inmunomodulador: Una de las características de las MSC, es la 
baja expresión de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad HLA I y 
ausencia de las HLA II, lo que le confiere una baja inmunogenicidad y con esto su 
estabilidad a la hora de ser transplantadas incluso entre especies. Su efecto 
inmunomodulador se debe a la secreción de moléculas solubles como la 
indolamina-2-3-dioxigenasa (Mareschi, K. et al. 2006), que permite la acumulación 
de metabolitos de triptófano inhibiendo la respuesta inflamatoria (Ghannam, S. et 
al. 2010). De igual manera se postula como una fuente terapéutica para 
enfermedades inmunodegenerativas, ya que gracias a la interacción célula-célula 
y secreción de diversos factores, inhibe la actividad y proliferación de células T, 
células B y células Natural Killer (Chen, L. et al. 2008; Eliopoulos, N. et al. 2005; 
Maitra, B. et al. 2004; Uccelli, A. et al. 2006). 
 
 
Efecto 
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Secreción de 
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medio de 
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4.6 Células madre mesenquimales y regeneración medular 
 
Para desarrollar una estrategia terapéutica que permita el reestablecimiento de las 
conexiones neuronales, es necesario conocer y modular la respuesta 
fisiopatológica de la lesión medular. Las MSC gracias a sus propiedades pueden 
considerarse como una alternativa terapéutica principalmente por tres razones: 
1. Son células capaces de diferenciarse a linaje neuronal expresando 
marcadores específicos y mostrando actividad funcional en la transmisión 
de potenciales de acción (Coutts, M. and Keirstead, H. S. 2008; Kang, S. K. 
et al. 2007; Mareschi, K. et al. 2006; Mezey, E. et al. 2003; Wislet-
Gendebien, S. et al. 2004; Yang, L. Y. et al. 2004). 
2. Son células que secretan moléculas de señalización que modulan la 
respuesta inmunológica. Esta característica es muy importante ya que al 
producirse una lesión medular, se desencadena una respuesta inflamatoria 
que conlleva al desarrollo de diversas barreras de regeneración medular, 
como lo es la formación de la cicatriz glial. En las primeras 6 horas post-
lesión, hay expresión de las citoquinas proinflamatorias IL-1a, IL1β, IL-6 y 
TNFα,  que a su vez pueden activar la respuesta inmunomoduladora de las 
MSC y prevenir la activación de vías que favorezcan la formación de edema 
y muerte celular (Nakamura, M. et al. 2003).  
3. Son células que secretan factores angiogénicos y neurotróficos que 
favorecen la neovascularización atenuando los procesos isquémicos, 
promueven la regeneración axonal y la migración de precursores 
neuronales favoreciendo el reestablecimiento de conexiones funcionales y 
activan vías de señalización como la PI3K que inician procesos de 
supervivencia celular (Chen, Z. L. et al. 2007; Massey, J. M. et al. 2008; 
Oudega, M. and Hagg, T. 1999; Willerth, S. M. and Sakiyama-Elbert, S. E. 
2008). 
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4.7 Factores de crecimiento y regeneración medular 
 
Debido a los mecanismos fisiopatológicos desencadenados tras una lesión 
medular, los factores de crecimiento, moléculas de señalización y citoquinas, 
cobran vital importancia por su capacidad de atravesar la cicatriz glial, promover la 
supervivencia neuronal y estimular el crecimiento axonal.  
 
4.7.1 Factores neurotróficos: Son proteínas básicas de aproximadamente 13 
KDa, que se dimerizan para formar especies biológicamente activas. El factor 
neurotrófico derivado del nervio (BDNF), factor neurotrófico derivado de células 
gliales (GDNF) y neurotrofinas (NT), hacen parte de esta familia, uniéndose a 
receptores de superficie como p75 y TrK y promoviendo el crecimiento neuronal  
(Chen, Z. L. et al. 2007). Específicamente el BDNF, secretado por las AdMSC, 
previene la muerte de motoneuronas luego de una lesión medular, aumenta el 
crecimiento axonal, promueve el crecimiento de fibras colinérgicas y participa en la 
sinaptogenesis y plasticidad neuronal (Blits, B. et al. 2003; Dougherty, K. D. et al. 
2000; Levine, E. S. et al. 1995; Lu, P. et al. 2005). 
4.7.2. Factores de crecimiento: Son sustancias de naturaleza proteica que 
controlan el ciclo celular. Entre ellos se destaca la acción del factor de crecimiento 
de hepatocitos (HGF), considerado como un factor mitogénico, morfogénico y anti-
apoptótico, que se expresa en las neuronas de la raíz del ganglio dorsal 
(Hashimoto, N. et al. 2001), favorece la transmisión sensorial, incrementa la 
densidad capilar en la materia gris, disminuye el edema espinal (Shi, E. et al. 
2006), inhibe la degeneración axonal, reduce la gliosis, promueve la supervivencia 
neuronal, estimula la proliferación de las células de Schwann y actúa como un 
quimioatractante de axones motores espinales (Anexo 2) (Ebens, A. et al. 1996; 
Kadoyama, K. et al. 2007; Pan, W. et al. 2006). 
 
4.7.3. Citoquinas: Son proteínas que participan en procesos de comunicación 
proliferación y diferenciación celular. Una citoquina involucrada en la regeneración 
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/ reparación medular es la interleucina 6 (IL-6), que puede estar regulando las vías 
de señalización corriente arriba de cAMP, alterado principalmente por los cambios 
metabólicos de la neurona bajo la acción de los CSPG e inhibidores de mielina 
(Chen, Z. L. et al. 2007). 
 
Finalmente con los reportes en la literatura que señalan que las MSC son capaces 
de diferenciarse a linaje neuronal ó secretar factores de crecimiento que 
promuevan la supervivencia celular bajo condiciones de estrés y permitan el 
reestablecimiento de conexiones neuronales, el presente trabajo pretende evaluar 
el efecto de hAdMSC y de MC en la recuperación motora de ratas con sección 
medular y correlacionarlo con el estudio histopatológico del sitio lesionado. 
 
5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general  
 
Evaluar el efecto de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
humano (hAdMSC) y de los medios condicionados, en la recuperación funcional 
locomotora de ratas Wistar SPF con sección medular completa.  
5.2 Objetivos específicos 
 
Evaluar el efecto de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
humano, en la recuperación locomotora de un modelo de lesión medular in vivo. 
Evaluar el efecto de los medios condicionados provenientes de cultivos de células 
madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano, en la recuperación 
locomotora de un modelo de lesión medular in vivo. 
Identificar si existe correlación entre la respuesta motora de ratas Wistar SPF 
sometidas a sección medular completa, con la valoración histopatológica del sitio 
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lesionado, tras el tratamiento con medios condicionados y/o células madre 
mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano. 
6. MARCO METODOLÓGICO 
 
6.1 Tipo de estudio  
  
Investigación de tipo experimental 
6.2 Población 
 
Se usaron 16 ratas machos Wistar SPF, entre 3 – 9 meses de edad. La 
investigación fue aprobada por el Comité de Ética de la Universidad Nacional, por 
lo que se aplicaron todas las normativas de las 3 R de Russell y Burch (Russell y 
Burch, 1959) y las recomendaciones del ILAR (Internacional Laboratory Animal 
Research) (ILAR, 1994) 64/432/CEE, 93/119/CE y modificada 526/CE-2007. 
6.3 Sitio de la investigación 
 
La obtención de las hAdMSC y de los medios condicionados, utilizados para el 
tratamiento de las ratas Wistar SPF, se realizó en el Laboratorio de Ingeniería de 
Tejidos del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional. El 
procedimiento quirúrgico y la evaluación motora de las ratas, se realizaron en el 
Laboratorio de Neurociencias, de la Facultad de Medicina, de la Universidad de La 
Sabana. 
6.4 Diseño muestral 
 
Muestreo no probabilístico 
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6.5 Métodos 
 
6.5.1 Cultivo celular y obtención de los medios condicionados: El cultivo y 
caracterización de las hAdMSC fue previamente estandarizado por el grupo de 
investigación “Biología de Células Madre” (Beltrán, O. 2007; Jain, A. et al. 2006; 
Mansilla, E. et al. 2005; Restrepo, S. 2009). A continuación se describen los 
procedimientos realizados en este proyecto. 
 
 Cultivo celular: Stock congelados de células madre mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo humano previamente caracterizadas (Beltrán, 
O. 2007; Quintero, L. et al. 2007), fueron descongeladas, suspendidas en 
frascos T25 con 3mL de DMEM bajo en glucosa + SFB 10% (GIBCOTM), 
penicilina 100U/mL, estreptomicina 100μg/mL e incubadas a 37°C con 5% 
CO2. Se realizó cambio de medio de cultivo a las 24 horas para eliminar 
restos celulares y se continuó este procedimiento cada 2 ó 3 días para 
garantizar su crecimiento. Una vez alcanzaron el 80% de confluencia, se 
realizaron nuevos pasajes celulares hasta obtener células de 7° y 9° pasaje, 
las cuales se utilizaron posteriormente para el tratamiento de la lesión 
medular. 
 
 Obtención de medio condicionado: Células madre mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo humano con un 80% de confluencia, fueron 
lavadas 3 veces con PBS pH 7.4 (GIBCOTM) para eliminar restos de DMEM 
+ SFB 10%.  Posteriormente se adicionó 3ml de medio libre de suero 
bovino fetal (Opti-MEM® marca GIBCOTM) con penicilina 100U/mL, 
estreptomicina 100μg/mL y se cultivo por 24h a 37°C, con una atmósfera de 
dióxido de carbono (CO2) al 5%. Pasadas las 24h se recuperó el medio de 
cultivo y se centrifugó a 3000g por 10min en centrifuga refrigerada para 
eliminar restos celulares. Finalmente se adicionó un coctel de inhibidores de 
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proteasas, se realizaron las diluciones necesarias para que todos los 
medios condicionados quedaran a la misma concentración de proteína total 
(134μg/mL, cuantificada con el método de Bradford) y se almacenó a -20°C 
hasta el día de su implementación.   
 
 Preparación de células para transplante: Las células cultivadas en la 
Universidad Nacional fueron transportadas a la Universidad de La Sabana, 
donde se desprendieron del plato de cultivo con 200ul de tripsina al 2% por 
5 min a 37°C, se recuperaron en 2ml de DMEM + SFB10% y se 
centrifugaron para hacer dos lavados con PBS pH7.4. Finalmente se realizó 
conteo celular tomando 20ul de la suspensión + 20ul de azul tripan y se 
contabilizaron las células viables en cámara de Neubauer. Se aspiró el 
volumen correspondiente a 100.000 células (según lo reportado por Shen, 
J. et al. 2009), se centrifugó y el pellet obtenido se resuspendió en 20ul de 
optimen ó de medio condicionado, según el tratamiento a aplicar. 
 
 Preparación de la matriz de fibrina: Para elaborar la matriz de fibrina, se 
mezcló 20ul de Fibrinógeno (Sigma, Concentración final 20mg/ml) + 2 ul de 
trombina (Sigma, Concentración final 2.5UI) + 3ul de ácido tranexámico 
(Concentración final 30μg/ul). Esta matriz permanece en estado líquido 
aproximadamente 30 minutos después de su preparación, facilitando la 
mezcla con el tratamiento a aplicar y su manipulación en el procedimiento 
quirúrgico. 
6.5.2 Procedimiento Quirúrgico y cuidado animal: Todos los animales fueron 
anestesiados mediante inyección intraperitoneal de Ketamina (IMALGENE®, 
100mg/Kg) y Xilacina (Rompún, BAYER®, 10mg/Kg) diluidas en 1ml de solución 
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salina para facilitar su administración. Posteriormente se rasuro la zona a operar y 
sobre una cobija térmica se realizó laminectomia entre T8 - T10. Una vez expuesta 
la duramadre se seccionó la médula espinal con un microbisturí. Inmediatamente 
realizada la lesión, se administró hAdMSC, MC ó hAdMSC + MC y se procedió a 
cerrar la herida quirúrgica con vicryl 5-0 y prolene 6-0. Finalizada la cirugía se 
administró sulfatrimetropin (30mg/Kg) por vía IM cada 24h por 3 días, para 
prevenir o tratar la infección urinaria. En caso de no responder a dicho antibiótico, 
se administró Gentamicina 20mg/Kg cada 24h por 3 días acompañado de vitamina 
C vía oral. Para manejo del dolor se administró meloxicam 0.2mg/kg (meloxic 
0.5%®) cada 24h por 5 días. Diariamente se vació vejiga haciendo presión sobre la 
misma dos veces al día hasta recuperar el control de esfínteres, se limpió el 
abdomen y se dejaron pañales desechables en las cajas, como material de cama 
para mantener los animales limpios y secos.  El cambio de cajas se hizo dos 
veces a la semana  y se suministró agua y comida diariamente ad libitum. 
6.5.3 Tratamiento: A continuación se describe el tratamiento aplicado a las 16 
ratas intervenidas: 
 Grupo 1: Cirugía Falsa 
1 Rata con laminectomia sin sección medular. 
 Grupo 2: Control negativo 
6 Ratas, a las que una vez realizada la lesión, se les administró 20ul de 
Optimen embebidos en la matriz de fibrina. 
 Grupo 3: Tratamiento con células hAdMSC  
4 Ratas, a las que una vez realizada la lesión, se les administró 20ul de 
Optimen con 100.000 hAdMSC embebidos en la matriz de fibrina 
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 Grupo 4: Tratamiento con medio condicionado 
3 Ratas, a las que una vez realizada la lesión se les administró 20ul medio 
condicionado embebidos en la matriz de fibrina. 
 Grupo 5: Tratamiento con hAdMSC más medio condicionado 
2 Ratas, a las que una vez realizada la lesión se les administró 20ul medio 
condicionado con 100.000 hAdMSC embebidos en la matriz de fibrina. 
 
Para el manejo de resultados se estipuló la siguiente nomenclatura: 
Tipo de lesión Tratamiento    ID Rata 
 
C: Completa  Cél: Células hAdMSC  Número 
   MC: Medio condicionado 
   CélMC: Células hAdMSC + MC 
 
6.5.4 Análisis de recuperación motora: La recuperación motora fue evaluada 
mediante el uso de la escala Basso; Beattie y Bresnahan (Basso, D. M. et al. 
1995; Basso, D. M. et al. 1996), dejando a la rata en un corredor acrílico de 150 x 
20 x 20 cm, que permite observar y grabar al animal mientras se desplaza por 
este. Las ratas fueron entrenadas 15 días antes de la cirugía, dejando una 
cantidad considerable de hojuelas de cereal azucaradas en un extremo del 
acrílico, para estimular el avance de los animales. Se realizó la primera caminata 
de evaluación motora 3-4 días después de la cirugía para permitir la recuperación 
post-operatoria de las ratas y se continuó realizando una cada tercer día hasta 
completar 21 caminatas. Para cada caminata se realizó un análisis de huella, 
impregnando los miembros anteriores y posteriores con tinta no toxica y dejando 
caminar a la rata sobre el papel blanco (formas continuas) para evaluar apoyo 
plantar y coordinación. Posteriormente se evaluó a la rata en el corredor sin papel, 
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logrando evidenciar los movimientos ejecutados por los miembros posteriores (Ver 
anexo 1).  
6.5.5 Eutanasia: Al finalizar la evaluación de recuperación motora (Posterior a 21 
caminatas), los animales fueron sacrificados con sobredosis anestésica de 
pentobarbital sódico (Euthanex®, 150 mg/Kg) por vía intraperitoneal, siguiendo los 
lineamientos de AVMA 2007 (American Veterinary Medical Association) y las 
recomendaciones establecidas en la Ley 84 de 1989 y Resolución Nº 008430 de 
Octubre 4 de 1993 del “Estatuto Nacional de Protección a los Animales” y “Council 
for International Organizations of Medical Sciences”, para asegurar que se induzca 
la muerte sin dolor. 
6.5.6 Histología: Para la evaluación histológica se recuperó la región de la 
columna vertebral en la que se realizó la lesión y se fijó en formol tamponado al 
37%. Después de la fijación, se retiro la médula espinal del canal medular con la 
ayuda de una microtijera. La médula se corto longitudinalmente y se incluyo en 
parafina. Posteriormente se hicieron cortes longitudinales de 3um para la 
evaluación histológica y se hizo la tinción de Hematoxilina Eosina.  
6.5.7 Inmunohistoquímica: La evaluación inmunohistoquímica fue procesada en 
el servicio de patología de la Facultad de Medicina en la Universidad Nacional 
utilizando el método Avidin-Biotin-Peroxidasa para determinar la proteína S-100 
presente en células neuronales y células de la glia. 
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7. RESULTADOS 
 
Un total de 16 ratas con sección medular completa fueron incluidas en el presente 
estudio. La distribución de los grupos se describe en la tabla 1.  
Tratamiento No Ratas Puntaje Promedio BBB 
Control 6 0 
Células 4 5,5  ± 1,1 
Medio Condicionado 3 5  ± 0,8 
Células + MC 2 4,5  ± 0,5 
Cirugía falsa 1 21 
 
Tabla 1. Descripción general de las ratas evaluadas. En esta tabla se describe el 
número de ratas por grupo de tratamiento y el puntaje máximo obtenido con la 
escala BBB para la evaluación motora. 
 
7.1 Supervivencia  
 
Un resultado relevante que se aprecio en las ratas evaluadas, es la diferencia en 
la supervivencia de las que recibieron tratamiento con respecto al grupo control. 
De las 9 ratas tratadas con hAdMSC, MC y hAdMSC + MC, 7 superaron el tiempo 
de evaluación establecida, sacrificando 6 de ellas 49 - 97 días después de la 
cirugía (Tabla 2 y figura 4). Dos de las ratas con tratamiento fallecieron luego de 
11 y 12 caminatas de evaluación, alcanzando un tiempo de supervivencia de 28 – 
31 días respectivamente (Tabla 2 y figura 4). Por otra parte, las ratas control 
soportaron un tiempo máximo de supervivencia de 15 días. La posible causa de 
muerte estuvo aparentemente asociada a complicaciones de la función renal. Al 
realizar un análisis estadístico de supervivencia con la prueba de Kaplan Meier, se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo control y los 
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grupos con tratamiento (Figura 4). Por último, durante el tiempo de evaluación se 
observó que las ratas con sección medular completa y tratamiento, no mostraron 
ulceras de posición, ni sufrieron pérdida de peso significativa que causara 
descompensación en  el animal (Figura 5). 
 
Rata Días post-Qx No Caminatas Desenlace 
Control (n=6) 4-15 1-6 
Fallecieron 
Células (n=1) 57 22 
M C (n=1) 28 11 
Cél +MC (n=1) 31 12 
Células (n=3) 84 - 97 22 - 41 
Sacrificadas 
MC (n=2) 49 - 70 21 - 29 
Cél + MC (n=1) 69 27 
Sham 59 21 
 
Tabla 2. Supervivencia general de las ratas con lesión completa, donde se 
muestra el número de ratas por tratamiento que fallecieron durante el tiempo de 
evaluación y el número de ratas por tratamiento que fueron sacrificadas luego de 
completar el tiempo de estudio. 
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Figura 4. Análisis de supervivencia por Kaplan-Meier. La gráfica representa el 
tiempo de sobrevida de las ratas con sección medular completa. Las cruces 
representan los casos censurados, es decir, las ratas que fueron sacrificadas 
después de terminar el tiempo de estudio.  
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Figura 5. Variación del peso corporal durante el tiempo de evaluación. Las 
gráficas representan el cambio de peso corporal en las ratas evaluadas con 
sección medular completa. 
(Días) 
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7.2 Recuperación motora  
 
Las ratas control que presentaron un tiempo máximo de vida de 15 días (Figura 4), 
lograron ser evaluadas entre 1 – 6 caminatas, sin apreciar ningún movimiento en 
los miembros posteriores ni cola, durante este periodo (Tabla 1 y Figura 6). Por el 
contrario, en las ratas con tratamiento se apreciaron movimientos muy suaves 
desde la 3 y 6 caminata, adquiriendo un puntaje de 1 – 4 en la escala BBB (Figura 
6). Al estimar el puntaje máximo durante todo el tiempo de evaluación, las ratas 
tratadas con células hAdMSC, alcanzaron un puntaje de 4 – 7 (5,5±1,1), 
apreciándose movimientos suaves en los dos miembros posteriores ó movimientos 
extensos con capacidad de impulso en uno de ellos. Resultados muy similares, 
fueron observados en las ratas tratadas con medio condicionado y en las ratas con 
células + medio condicionado, ya que sus puntajes promedio fueron 5±0,8 y 
4,5±0,5, respectivamente (Tabla 1 y Figura 6). 
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d. 
Figura 6. Recuperación motora de las ratas con lesión completa. a. Gráfica 
general comparando los puntajes promedio de cada grupo durante el tiempo de 
evaluación; b. Gráfica de comparación de los puntajes de ratas tratadas con 
células Vs Control de lesión completa; c. Gráfica de comparación de los puntajes 
de ratas tratadas con MC Vs Control de lesión completa; d. Gráfica de 
comparación de los puntajes de ratas tratadas con células + MC Vs Control de 
lesión completa. 
7.3 Evaluación Histopatológica 
 
Los resultados histopatológicos con la técnica de Hematoxilina Eosina (H.E.), 
mostraron que las ratas tratadas con hAdMSC, MC y hAdMSC + MC tienen una 
aparente reconexión comparado con el control de la cirugía, aunque se apreciaron 
algunas diferencias entre los grupos con tratamiento. En el grupo de ratas tratadas 
con hAdMSC, la médula espinal mostró aparente reconexión (Figura 7A) con 
cavidades pequeñas (Figura 7A y 7B) y presencia de múltiples células vacuoladas 
de núcleos periféricos pequeños (Figura 7C), sin embargo esta técnica no permite 
determinar la identidad de algunas de las células observadas. 
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Figura 7. Evaluación histopatológica de la médula espinal de ratas tratadas con 
hAdMSC. A) Se observa una aparente reconexión (flechas) con pequeñas 
cavidades (cabezas de flecha). H.E. 40X. B) Con un mayor aumento se observan 
las cavidades pequeñas (flechas) con presencia de células vacuoladas (cabezas 
de flecha). H.E. 200X. C) Detalle de la foto anterior donde se evidencian 
claramente células vacuoladas con núcleos periféricos (flechas).  H.E. 400X. D) 
Fotografía de una médula espinal como control de la lesión, sin observar unión de 
los fragmentos extremos medulares H.E. 200X. 
 
Por otro lado, en el grupo de ratas tratadas con medio condicionado se observaron 
también áreas de aparente reconexión. Aquí se vieron cavidades de mayor 
tamaño en comparación con las observadas en el grupo de células (Figura 8A y 
8B). En el área de aparente reconexión se observaron células alargadas de 
núcleos pequeños también alargados (Figura 8C). La coloración de hematoxilina 
eosina no permitió identificar el tipo celular.  
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Figura 8. Evaluación histopatológica de la médula espinal de ratas tratadas con 
medio condicionado.  A) Se observa focos de aparente reconexión (flechas) con 
cavidades de mayor tamaño (cabezas de flecha). H.E. 40X B) Detalle de las 
cavidades mayores (cabezas de flecha). H.E. C) Se evidencian células alargadas 
de núcleos alargados (flechas).  H.E. 400X. 
 
 
Finalmente, en el grupo de ratas tratadas con hAdMSC y medio condicionado se 
logró observar una conexión más evidente. Se aprecio abundante celularidad en el 
sitio de reconexión y no se evidenciaron cavidades de ningún tamaño (Figura 9A y 
9B). Las células en el sitio de reconexión son aparentemente dos poblaciones. 
Células grandes vacuoladas de núcleos pequeños periféricos (como las vistas en 
el grupo de animales con tratamiento de células únicamente) y células alargadas 
de núcleos alargados (Figura 9C). Al igual que en los dos grupos anteriores está 
técnica no pudo diferenciar la identidad de las células. 
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Figura 9. Evaluación histopatológica de la médula espinal de ratas tratadas con 
hAdMSC y medio condicionado. A) Se observa aparente reconexión medular con 
alta celularidad en el área (flechas). H.E. 40X B) Detalle de la anterior, donde se 
aprecia la alta celularidad (flecha). H.E. 200X.  C) Se evidencian las células 
vacuoladas de núcleos periféricos (flechas) con células alargadas de núcleos 
alargados (cabezas de flecha).  H.E. 400X aprox. 
 
7.4. Evaluación inmunohistoquímica: Se realizó tinción inmunohistoquímica con 
marcador S-100 para determinar si las células observadas en la evaluación 
histopatológica son de origen neuronal. Los resultados muestran fibras S-100 
positivas en el área de la lesión uniendo los extremos de la médula espinal (Figura 
10).   
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Figura 10. Inmunomarcador S-100 en cortes histológicos de la lesión medular.         
A) Se aprecian los extremos de la médula espinal (cabezas de flecha) y el área de 
la lesión con aparente reconexión y marcación positiva para S-100 (flechas) 40X. 
B) Con el aumento 200X se observa tinción positiva en el área de la lesión, que se 
muestra a manera de  fibras (flechas). 200X. C) Detalle de la foto anterior donde 
se evidencian claramente las fibras S-100 positivas  (flechas) 400X. D). Control 
negativo de S-100.  
 
8. DISCUSIÓN 
 
Recientemente, múltiples publicaciones se han enfocado en que la capacidad 
reparadora de las células madre mesenquimales, se debe a su efecto paracrino 
con la secreción de factores de crecimiento y moléculas de señalización en el sitio 
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de la lesión y no a su implantación y diferenciación en el tejido lesionado (Chen, L. 
et al. 2008; van Poll, D. et al. 2008). En el presente estudio, al evaluar el efecto de 
los medios condicionados (MC) y de las células madre mesenquimales derivadas 
de tejido adiposo humano (hAdMSC) en la recuperación motora de ratas con 
lesión medular, se aprecia que las ratas que recibieron hAdMSC (4/15), MC (3/15) 
y hAdMSC + MC (2/15) respondieron de manera muy similar, sobreviviendo entre 
28 y 97 días, con puntajes de 4 – 7 acordes a un nivel de recuperación motora 
inicial (Basso, D. M. et al. 1995; Basso, D. M. et al. 1996), mientras que el grupo 
control (6/15) sobrevivió entre 4 -15 días después de la cirugía, sin revelar ningún 
grado de recuperación motora. Al comparar los puntajes de cada grupo en la 4 - 6 
caminata, se apreció el retorno de movimientos aislados en uno o los dos 
miembros posteriores de las ratas tratadas con hAdMSC, MC y hAdMSC + MC, 
logrando puntajes de 1-4 los cuales aumentaron tras completar las 21 caminatas, 
mientras que el grupo control conservó un puntaje de 0 durante todo el tiempo de 
evaluación. La ausencia de movimientos una semana después de la cirugía como 
ocurrió en el grupo control, da lugar a pensar que el nivel de recuperación es nulo 
o que sería muy bajo en caso de presentarse el retorno de alguna función medular 
con el paso del tiempo, ya que otros trabajos señalan que los modelos animales al 
igual que los grupos con tratamiento del presente estudio, manifiestan diversos 
grados de recuperación motora a partir de la segunda semana de evaluación 
(Cummings, B. J. et al. 2005; Gómez, R. 2008; Kim, S. and Kwak, H. 2007; Ko, J. 
et al. 2006; Mansilla, E. et al. 2005; Oh, J. S. et al. 2010; Osaka, M. et al. 2010; 
Yan, Q. et al. 2009). Adicionalmente, el trabajo realizado por Kang, S. K. et al. 
(2007), con extractos celulares de las AdMSC, reporta el retorno de movimientos 
funcionales en ratas con lesión medular torácica. Por esta razón, el nivel de 
recuperación motora inicial observado a partir de la segunda semana post-
quirúrgica en las ratas con tratamiento, que alcanza puntajes similares e incluso 
superiores a los obtenidos en otros estudios (Kabatas, S. et al. 2008; López-Vales, 
R. et al. 2006; Lu, J. et al. 2001; Ramon-Cueto, A. et al. 2000; Yan, Q. et al. 2009), 
sugiere que tanto las hAdMSC como los medios condicionados, favorecen la 
 35 
recuperación motora inicial, facilitando el desplazamiento de las ratas y 
disminuyendo el desarrollo de ulceras de posición.    
Por otra parte, la diferencia en el tiempo de sobrevida entre las ratas con 
tratamiento y el grupo control, puede atribuirse a la acción de las células o de los 
MC en la recuperación de lesiones medulares, ya que dependiendo del nivel y 
severidad de la lesión, se generan complicaciones posquirúrgicas como la 
disminución del tránsito intestinal que puede resultar en peritonitis (Gondim, F. A. 
et al. 1998; Kabatas, S. et al. 2008; Medeiros, B. A. et al. 2008) y una alteración de 
la función renal que favorece el desarrollo de la vejiga neurogénica y con ello 
retención urinaria, infecciones a repetición e incluso ruptura vesical (Hong, C. and 
Henderson, F. 1989; Iijima, K. et al. 2009; Leung, P. Y. et al. 2007). A su vez la 
distensión urinaria y abdominal, promueven el aumento de los reflejos 
parasimpáticos que conlleva a contracciones involuntarias de los miembros 
posteriores e hipertensión arterial (Gondim, F. A. et al. 1998; Guest, J. D. et al. 
2008). Adicionalmente, algunos autores reportan otras complicaciones post-
quirúrgicas como automutilación por sensaciones dolorosas, pérdida de peso y 
cambio del puntaje en la escala BBB, a consecuencia de la disfunción vesical 
(Guest, J. D. et al. 2008). Hong, C. y Henderson, F. (1989), resaltan que la 
principal causa de muerte en ratas con lesión medular es la infección urinaria, 
demostrando que aunque se aplicara Penicilina/Estreptomicina -200U/250mg- ó 
Gentamicina -20mg/kg- en ratas con contusión en T5-T7, el 52% (13/25) y 30.6% 
(15/49) murieron, siendo el 32% (8/25) y 16.3% (8/49) secundario a infecciones 
urinarias. Estas complicaciones podrían disminuir con la reconexión de fibras 
nerviosas implicadas en la transmisión de información motora y sensorial a través 
de la médula espinal (Cervero, F. and Connell, L. A. 1984; de Groat, W. C. et al. 
1990; Morgan, C. et al. 1981; Willis, William D. and Coggeshall, Richard E. 1991). 
Tras el tratamiento con MSC en modelos experimentales con lesión medular, se 
aprecia el crecimiento de fibras nerviosas pertenecientes al tracto rafespinal y 
corticoespinal implicados en funciones sensoriales y locomotoras (Liu, Z. et al. 
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2007; Lu, P. et al. 2005; Yan, Q. et al. 2009). Nuestros resultados sugieren que el 
tratamiento con hAdMSC y/o MC, favorecen el recrecimiento de fibras sensoriales 
en la médula espinal lesionada y con ello el reestablecimiento de funciones 
viscerales que prolongan el tiempo de vida en las ratas con sección medular 
completa, ya que a pesar de no establecer la causa real de muerte y no realizar 
estudios adicionales que nos permitieran valorar la función renal y gastrointestinal 
de las ratas evaluadas en este estudio, llama la atención que siguiendo los 
mismos cuidados post-quirúrgicos con la aplicación de dos antibióticos diferentes 
para el manejo de infecciones urinarias, las ratas con tratamiento sobreviven más 
tiempo, presentándose diferencias estadísticamente significativas con respecto al 
grupo control.  
Recientes investigaciones, señalan que las MSC en una lesión de la médula 
espinal, pueden diferenciarse a linaje neuronal (Brohlin, M. et al. 2009; Coutts, M. 
and Keirstead, H. S. 2008; Kang, S. K. et al. 2007; Mareschi, K. et al. 2006; 
Mezey, E. et al. 2003; Wislet-Gendebien, S. et al. 2004; Yang, L. Y. et al. 2004), 
secretar moléculas de señalización que reduzcan la formación de la cicatriz glial 
considerada como la principal barrera de regeneración medular (Abdi, R. et al. 
2008; Ghannam, S. et al. 2010; Osaka, M. et al. 2010; Tyndall, A. and Uccelli, A. 
2009; Uccelli, A. et al. 2008; Uccelli, A. et al. 2006; Uccelli, A. et al. 2007) y liberar 
factores angiogénicos y neurotróficos que atenúen procesos isquémicos, 
aumenten la supervivencia neuronal por activación de las vías PI3K y MAPK y 
favorezcan el reestablecimiento de conexiones neuronales (Chen, Z. L. et al. 2007; 
Massey, J. M. et al. 2008; Oudega, M. and Hagg, T. 1999; Willerth, S. M. and 
Sakiyama-Elbert, S. E. 2008). Bajo este contexto, al evidenciar que tanto las 
células como los medios condicionados producen el mismo nivel de recuperación 
en ratas con sección medular completa, se sugiere que es el efecto paracrino de 
las hAdMSC, lo que permite el retorno de movimientos aislados en los miembros 
posteriores de las ratas evaluadas, descartando el papel de la matriz de fibrina 
que reemplaza la matriz extracelular alterada y brinda un soporte para el 
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crecimiento de axones lesionados (Jain, A. et al. 2006; Lee, O. K. 2008; Mansilla, 
E. et al. 2005), ya que ninguna de las ratas control presentó el retorno de 
movimientos. Por otro lado, llama la atención que al aplicar simultáneamente estas 
dos fuentes de factores de crecimiento en ratas con sección medular completa, no 
se observa una ventaja en la recuperación funcional, lo cual da lugar a pensar, 
que los receptores a los que se unen estas moléculas de señalización (Trk, c-met; 
VEGFR, entre otros) se saturan con concentraciones específicas de cada factor 
(Wang, X. H. and Poo, M.M. 1997; Wehrman, T. 2007). Estudios realizados con la 
aplicación de concentraciones crecientes de factores de crecimiento en modelos 
animales con lesión medular, muestran que la recuperación motora progresa hasta 
determinada concentración, presentando un efecto de meseta con mayores 
cantidades de la proteína (Iannotti, C. et al. 2004; Jakeman, L. B. et al. 1998; Soril, 
L. J. et al. 2008). Con estos resultados, sería interesante evaluar si la aplicación 
de una mayor concentración de medio condicionado o un mayor número de 
células en el sitio de la lesión, presentaría una ventaja en la recuperación funcional 
ó si por el contrario tras inyecciones seriadas de estos factores con intervalos de 
tiempo establecidos, que eviten la saturación de receptores, los animales tendrían 
el retorno de movimientos más funcionales.  
Además de apreciar la recuperación motora inicial y el aumento de la 
supervivencia en ratas con sección medular completa, vale la pena mencionar que 
a pesar de aplicar AdMSC de origen humano a ratas sin régimen de 
inmunosupresión, no se presentaron problemas típicos de rechazo inmunológico. 
Esto podría explicarse por la ausencia de antígenos HLA clase II en las MSC y por 
su capacidad inmunomoduladora gracias a la secreción de moléculas de 
señalización que reprimen la acción de células que participan en la respuesta 
inmunológica (Abdi, R. et al. 2008; Ghannam, S. et al. 2010; Tyndall, A. and 
Uccelli, A. 2009; Uccelli, A. et al. 2008; Uccelli, A. et al. 2006; Uccelli, A. et al. 
2007). En futuras aplicaciones terapéuticas, esto reduciría el uso de agentes 
inmunosupresores ó la restricción a transplantes autólogos, además de 
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considerarse como una opción para el tratamiento de enfermedades que 
comprometan un desorden en el sistema inmunológico. 
Actualmente, en la revisión de literatura científica realizada por el grupo de 
investigación, no se ha encontrado ninguna publicación que evalúe el efecto de los 
medios condicionados derivados de las hAdMSC en las ratas con sección 
medular, por lo que nuestro trabajo es pionero en demostrar que tanto las células 
como los medios condicionados enriquecidos con sus factores de crecimiento, 
tienen un efecto similar en la recuperación de ratas con sección medular completa, 
aumentando la supervivencia y favoreciendo el retorno de movimientos en los 
miembros posteriores característicos de la recuperación motora inicial. A futuro, 
pensando en la aplicación de los medios condicionados en lugar de las células, 
para la recuperación de pacientes con lesiones medulares, los MC se convertirían 
en un tratamiento práctico, de fácil obtención, almacenamiento, transporte y 
manipulación, ya que de un solo donante se podrían beneficiar múltiples personas, 
mejorando su calidad de vida y reduciendo el riesgo de migración de las células 
madre a sitios no deseados que promuevan el desarrollo de masas tumorales 
(Rattigan, Y. et al. 2010; Roorda, B. D. et al. 2009). 
Otra forma de determinar la recuperación de lesiones medulares es estimando el 
reestablecimiento de la función sensorial (Lee, J. W. et al. 2008; Sedy, J. et al. 
2008). En este estudio aunque no se evaluó de manera sistemática la respuesta 
de las ratas ante el rose o presión de los miembros posteriores con una pinza 
quirúrgica, los grupos con tratamiento respondieron a este estimulo a partir de la 
segunda – tercera semana pos-operatoria, intentando retirar el miembro posterior 
evaluado o moviendo el miembro posterior opuesto. Adicionalmente, algunas de 
las ratas con tratamiento lograron acicalarse uno o los dos miembros posteriores, 
tiempo después de la cirugía. La confirmación de estos resultados en futuras 
investigaciones, acompañando de la terapia física que reduzca la pérdida de masa 
muscular y estimule el reconocimiento y uso de los dos miembros posteriores, 
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permitirían pensar en alternativas terapéuticas que favorezcan el retorno de 
movimientos más funcionales (Ying, Z. et al. 2005). 
Finalmente, los resultados obtenidos con la evaluación histopatológica del sitio 
lesionado, que muestran una aparente reconexión entre los dos extremos de la 
médula espinal, con diferencias en el grado de reconexión en los tres grupos 
tratamiento, podrían correlacionarse con la recuperación motora inicial de las ratas 
estudiadas. La morfología del sitio lesionado evaluada con la tinción H.E., sugiere 
que las células vacuoladas son exclusivas de las ratas que recibieron hAdMSC, al 
no observarse en las ratas que recibieron medio condicionado, mientras que las 
células alargadas con núcleos alargados, al parecer son exclusivas de las ratas 
que recibieron medio condicionado ya que en las ratas con hAdMSC no se 
observaron. Debido a que la tinción con H.E. no permite determinar la identidad de 
las células presentes en el sitio de la lesión, el desarrollo de estudios adicionales 
con tinciones inmunohistoquímicas, permitirá establecer si las células vacuoladas 
son estados de diferenciación de las hAdMSC y si las células alargadas son 
propias del animal para favorecer la reconexión neuronal gracias a la acción de los 
factores neurotróficos. Basados en esto, se realizó la evaluación 
inmunohistoquímica para el marcador S-100 que reconoce una subpoblación de 
neuronas, células de la glía y las células de Schwann que recubren y mielinizan 
los axones (Chi, G. F. et al. 2010; Firouzi, M. et al. 2006; Ichikawa, H. et al. 1997; 
Rickmann, M. and Wolff, J. R. 1995), el cual mostró fibras S-100 positivas que 
reconectan los dos extremos de la médula espinal, sugiriendo una reconexión 
neuronal por el crecimiento de axones mielinizados o por la migración de células 
de la glia al sitio de la lesión, sin embargo, es necesario realizar estudios 
adicionales que permitan determinar el fenotipo de las células allí presentes y así 
entender el mecanismo utilizado por estas fuentes terapéuticas para favorecer la 
recuperación de lesiones medulares. 
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9. CONCLUSIONES 
 
El tratamiento con células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
humano y con medios condicionados, favorece la recuperación motora de ratas 
con sección medular completa. 
Se observó que los medios condicionados producen un efecto similar a las 
hAdMSC, en la recuperación motora de ratas con sección medular completa, 
sugiriendo que este resultado se debe al efecto paracrino de las AdMSC. 
La aplicación simultanea de dos fuentes de factores de crecimiento, no permite un 
nivel superior de recuperación funcional en ratas con sección medular completa. 
El tratamiento con células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
humano y con medios condicionados, favorece la supervivencia de ratas con 
sección medular completa, presentando diferencias estadísticamente significativas 
con el grupo control. 
El efecto terapéutico de las hAdMSC, podría deberse a la capacidad 
inmunomoduladora, la acción neurotrófica y el efecto angiogénico de los factores 
secretados por las AdMSC. 
Los resultados obtenidos con el transplante de AdMSC de origen humano en ratas 
sin régimen de inmunosupresión, confirman lo reportado por otros autores que 
señalan que las MSC no generan rechazo inmunológico.  
Los medios condicionados presentan la ventaja que permitirían reducir costos en 
su obtención y su aplicación terapéutica. 
Los medios condicionados podrían convertirse en una estrategia terapéutica 
práctica, de fácil obtención, transporte y manipulación. 
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La matriz de fibrina utilizada para el presente estudio, al inyectarse liquida y 
polimerizarse en el sitio de la lesión, presentaría ventajas en su aplicación clínica, 
reemplazando la matriz extracelular y brindando un soporte para el crecimiento de 
axones neuronales.  
10. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES 
 
Evaluar y cuantificar lo factores de crecimiento presentes en los medios 
condicionados y determinar su acción en las lesiones medulares. 
Evaluar si con mayores concentraciones de medio condicionado, se saturarían los 
receptores identificados de los factores de crecimiento y presentarían un efecto de 
meseta en la recuperación funcional. 
Realizar ensayos en los que además de aplicar medios condicionados, se trate al 
animal con terapia física para disminuir la espasticidad y la perdida de masa 
muscular y de esta manera evaluar si hay retorno de movimiento en los dos 
miembros posteriores. 
Determinar el efecto de los medios condicionados y de las hAdMSC con un mayor 
número de modelos experimentales, para ver la reproducibilidad de los resultados 
en la recuperación funcional de lesiones medulares. 
Identificar la población celular presente en el sitio lesionado de la médula espinal, 
tras la aplicación de hAdMSC y medio condicionado. 
Realizar coloraciones anterogradas y retrogadas que permitan evaluar la 
reconexión neuronal. 
Marcar las células hAdMSC y tras el transplante en diferentes modelos 
experimentales, evaluar su distribución y diferenciación en el sitio de la lesión. 
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